Цитогенетическая изменчивость клеток каллусной ткани хлопчатника by Весманова, О.Я. et al.
and tissue cultures were rich in stigma sterol, fucosterol, esters of sterols and triterpe-
noids as well as in admixture of amirine and possibly ubiquinone-9. Secondary metabo-
lites synthesized in the cell suspension of cotton are of interest in connection with the 
possibility to use suspension in biotechnology for obtaining different biologically active 
substances or their sum in specific proportions. 
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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ КЛЕТОК 
КАЛЛУСНОЙ ТКАНИ ХЛОПЧАТНИКА 
Изучены цитологические особенности ткани хлопчатника вида Gossypium arboreum L., 
культивируемой in vitro. Проведен анафазный анализ хромосомных нарушений при дли-
тельном культивировании ткани. Изучены спектры хромосомных чисел и их изменение 
в ранних и последующих пассажах культивирования. 
Введение. Каллусная ткань хлопчатника вида Gossypium arboreum L. 
была впервые получена в работе [1]. Изучение действия различных 
регуляторов роста в культуре данного вида проводилось ранее [2]. 
В литературе показано, что для большинства культур клеток рас-
тений in vitro характерна генетическая гетерогенность, высокая хро-
мосомная изменчивость [3—7]. При длительном культивировании ме-
няется спектр хромосомных чисел клеток, морфология хромосом и т. д. 
[8, 9]. Однако сравнительные цитогенетические особенности клеток тка-
ни хлопчатника in vitro и in vivo изучены крайне слабо. Целью данного 
исследования явилось изучение цитогенетических особенностей гипоко-
тилыюго каллуса G. arboreum L. при длительном культивировании. 
Материалы и методы. Каллусную ткань получали из отрезков гипокотиля стериль-
ных проростков G. arboreum var. salvineum L. Проростки и ткани культивировали при 
люминесцентном освещении лампами дневного света (3,5 клк, фотопериод 16 ч) и тем-
пературе 30=Ь2°С. Среда для индукции каллусогенеза и дальнейшего культивирования 
состояла из минеральной части по Мурасиге-Скугу, инозита (100 мг/л) , тиамина-НС] 
(0,4 мг/л) , глюкозы (3 %), агар-агара (0,75 %), рН 5,7, α-нафтилуксусной кислоты 
(НУК, 1 -10—6 М), N-фенил-ІМ-(1, 2, З-тиадиазолил-5)мочевины (дефолиант «дропп» 
фирмы «Schering», ФРГ, I i-IO"8 М). 
Ткани исследовали в течение 16 пассажей культивирования. Фиксацию (в фикса-
торе Кларка) производили на 21-й день культивирования каждого пассажа. В качест-
ве красителя использовали ацетожелезогематоксилин. Изменения генома анализирова-
ли мета- и анафазными методами при увеличении 60X10X2,5 и 90X10X2,5. 
Анафазный анализ хромосомных нарушений в ткани хлопчатника вида G. arboreum L. 
Anaphase analysis of chromosomal breach in tissue of cotton species G. arboreum L. during 
Пассаж 
Количество 
изученных 
клеток 
Клетки с аберрациями Типы хромосомных 
Число %±т 
Отста-
ющие 
хромо-
сомы 
Множе-
ственные 
отстающие 
хромо-
сомы 
Делеции 
Множе-
ственные 
делеции 
1-й 515 41 7,96+1,19 1,55 1,36 1,36 0,39 
2-й 700 71 10,14±1,14 2,14 1,29 1,43 1,43 
3-й 639 62 9,70±1,17 2,82 0,94 1,56 1,25 
11-й 597 85 14,24±1,43 2,18 1,68 1,01 0,67 
Контроль 1178 29 2,46±0,45 0,61 0,09 0,35 0,26 
П р и м е ч а н и е . Контролем служили клетки меристемной ткани растений. Разница с 
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Результаты и обсуждение. Исследовали каллусную ткань рыхло-
го типа зеленой окраски с высоким темпом роста. Цитологический ана-
лиз показал , что ткань представлена однородной популяцией недиффе-
ренцированных клеток с отдельными дифференцированными участками. 
Начиная с 1-го пассажа з а к л а д ы в а ю т с я трахеальные элементы разного 
возраста и конфигурации. На 1—2-м пассажах это, в основном, одиноч-
ные вытянутые, специфически спирально структурированные клетки и 
Спектр хромосомных чисел в культуре ткани G. arboreum L. при длительном культиви-
ровании: а — в — 1—3-й; г — 11-й пассажи 
Spectrum of chromosomal numbers in t issue cul ture G. arboreum L. dur ing prolonged 
cult ivat ion: a — в — l s t - 3 d passages , г — I l t h pas sage 
кольцевые структуры, состоящие из 5—10 клеток. Происходит утолще-
ние клеточной стенки, лигнификация и отмирание клетки. Н а более 
поздних пассажах наряду с вновь возникающими трахеидами имеются 
сформировавшиеся сосудистые пучки и число их последовательно уве-
личивается от п а с с а ж а к пассажу. Н а р а с т а н и е числа трахеид при дли-
тельном культивировании свидетельствует о прохождении в каллусной 
ткани процессов дифференцировки и гистогенеза. 
Н а ч и н а я с 1-го пассажа появляются крупные клетки (в 2—3 ра за 
превосходящие размерами делящиеся клетки) , заполненные крахмаль -
ными зернами. В процессе культивирования число клеток этого типа, 
а т а к ж е плотность заполнения их зернами к р а х м а л а значительно на-
растают. 
В общей массе клеток встречаются компактные участки, представ-
ленные мелкими, сильно окрашивающимися гематоксилином клетками, 
близкими по форме и строению к клеткам меристемной ткани. Пред-
положительно — это зона морфогенеза, что подтверждается обнаруже-
нием в ряде подобных зон образования одноклеточных волосков, за* 
остренных к периферии и уплощенных в основании, несущих неизвест-
ную функцию, возможно, функцию всасывания. 
при культивировании in vitro 
cultivation in vitro 
нарушений 
" Микро-
фрагменты 
~ Множе-
с т в е н н ы е 
микро-
[фрагменты 
Хрома-
тидные 
мосты 
Множе-
ственные 
хроматид-
ные мосты 
X ромосом-
ные 
мосты 
Множе-
ственные 
хромо-
сомные 
мосты 
Амитоз 
Достоверность 
различий 
0,97 0,58 0,39 0,19 0,39 0,78 — 
1,57 0,86 0,43 0,43 0,29 0,29 — 
0,94 0,78 0,31 0,47 0,31 0,31 — 
1,01 0,84 0,50 0,67 0.34 0,34 5,03 
0,88 0,09 — 0,09 0,09 — — 
1—2-й — ρ >0,05 
2—3-й —ρ >0,05 
3—11-й —0,01 < p < 
< 0 , 0 5 
1 — 11-й — ρ C 0,001 
контролем ρ < 0 , 0 0 1 . 
ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1989. Т. 5. № 5 7—9-419 97 
Анализ структурных аберраций хромосом анафазным методом 
показал (таблица) , что при культивировании in vitro в ткани досто-
верно нарастает число клеток с аберрациями по сравнению с контролем 
(клетки меристемы растения in vivo). В спектре нарушений встреча-
ются хроматидпые и хромосомные аберрации. Это, в основном, одиноч-
н ы е и множественные отстающие хромосомы, делеции и микрофрагмен-
ты. Различия по числу клеток с нарушениями между первыми пасса-
жами культивирования статистически недостоверны, однако длительное 
пассирование ведет к достоверному нарастанию процента аберрантных 
клеток. При длительном культивировании возникает значительное чис-
ло двуядерных клеток, клеток с неравноценными или несинхронно де-
лящимися ядрами, встречается амитоз и другие аномалии деления. 
Кариологический анализ метафазпым методом показал, что ткань 
хлопчатника in vitro характеризуется дестабилизацией генома, сильной 
генетической гетерогенностью (рисунок). Исходное число хромосом 
2^ = 26 сильно варьирует, возникают анэуплоидпые, тетраплоидные 
клетки. Следует отметить, что при длительном культивировании проис-
ходят качественные изменения спектра хромосомных чисел. Так, в пер-
вых пассажах культивирования (рисунок, а—в) большинство клеток 
имеет характерное для вида число хромосом 2п = 26, имеется также 
определенная доля анэуплоидных клеток, постепенно нарастает от 1-го 
к 3-му пассажу число тетраплоидных клеток Ап=Ъ2. При длительном 
пассировании ткани (рисунок, г) более половины клеток становятся 
тетраплоидпыми. Клеточная популяция длительно культивируемой тка-
ни представлена диплоидными и тетраплоидпыми клетками в равном 
количестве или с большим числом тетраплоидных клеток; варьирование 
спектра хромосомных чисел идет в пределах Д В У Х О С Н О В Н Ы Х : 2п — 26 
и 4м = 52. 
Одной из причин наблюдаемой гетерогенности культуры ткани 
G. arboreum L. может быть различное тканевое происхождение пер-
вичных каллусных клеток [10]. Сами условия культуры, в частности 
уровень фитогормонов, могут вызывать гетерогенность ткани. Кроме 
этого, хромосомная изменчивость определяется генотипом и различа-
ется у видов и сортов растений в культуре [6]. 
Таким образом, для ткани хлопчатника вида G. arboreum L. in vit-
ro характерен высокий уровень гетерогенности как по составу клеток, 
так и по спектру хромосомных чисел. Наблюдается большой процент 
клеток с хромосомными аберрациями. Гетерогенность ткани увеличива-
ется при длительном культивировании. 
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CYTOGENETICAL VARIABILITY OF COTTON CALLUS T I S S U E CELLS 
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S u m m a r y 
The cytogenetical peculiarities of Gossypiutn arboreum L. hypocotyle callus are studied 
dur ing prolonged cult ivation (in 16 passages ) . It can be seen, that cal lus t issue of this 
cotton species is presented as homogenous cell population with some different iated si-
tes. Prolonged pass ing of the tissue is shown to result in t rue increase of aber ra t ing 
cells percent. Chromatide and chromosome aberrat ions are revealed in dis turbance 
spectrum. Cotton tissue in vitro is characterised by a s ignif icant genetic heterogeneity, 
while dur ing prolonged cultivation there are quali tat ive changes of chromosome num-
ber spectrum. 
В н и м а н и ю п о д п и с ч и к о в ! 
ВСЕСОЮЗНЫЙ НАУЧНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ ОТДЕЛЕНИЯ БИОХИМИИ, 
ФИЗИОЛОГИИ И ТЕОРЕТИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ АН УССР 
Б И О П О Л И М Е Р Ы И К Л Е Т К А 
Публикует результаты фундаментальных и прикладных исследований взаимосвязи 
структуры и функции биополимеров, их взаимодействия при образовании и функцио-
нировании надмолекулярных структур, участия биополимеров в таких процессах, как 
регуляция экспрессии генетической информации, дифференцировка, онкогенез, взаи-
модействие клетка — вирус и т. д., а также направленного изменения генотипа и 
фенотипа клетки. 
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